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研究成果の概要：クロマチンを構成するヒストンはメチル化やアセチル化などさまざまな翻訳
後修飾を受け、それが遺伝子の発現調節に関与していることが明らかにされつつある。本研究
では未同定のヒストン修飾酵素を探索するとともに、その転写調節における機能を解析するた
め、in vitro クロマチン再構成系およびそれを鋳型に用いた試験管内転写システムを構築した。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内では DNA とヒストンがクロマチン
を形成するが、その高次構造は遺伝子の発現
調節に密接に関係している。クロマチンの高
次構造形成にはヒストンの翻訳後修飾（アセ
チル化、メチル化、リン酸化、ユビキチン化
など）が関わっていることが最近の研究で示
されており、ヒストン修飾酵素が数多く同定
されてきた。しかし、エピジェネティックな
修飾（特にメチル化）が比較的不可逆なもの
と考えられていたこともあり、修飾を除去す
る酵素はあまり注目されていなかった。 
 しかし、最近では LSD1 や JHDM などヒス
トン脱メチル化酵素が発見され、安定で不可
逆的な修飾と考えられてきたヒストンメチ
ル化が可逆的に制御されることが示された。
これは、エピジェネティックな制御が我々の
想像以上にダイナミックに調節され、細胞分
化が可塑性、可逆性を有することを示唆して
おり、このダイナミックな過程を理解するこ
とは ES 細胞を含む幹細胞の臨床応用とい
う観点からも極めて重要である。 
 ヒストンのアミノ酸残基の中でメチル化
されるのはアルギニンおよびリジン残基で
ある。アルギニン残基のメチル化は核内レセ
プターをはじめ様々なアクチベーターによ
る転写活性化に関与し、ヒストン H3 の R2、
R8、R17、R26 およびヒストン H4 の R3 が 
PRMT1、PRMT4、PRMT5 によってメチル化され
る。一方、リジン残基のメチル化は転写調節
やヘテロクロマチン形成に関与し、ヒストン 
H3 の K4、K9、K27、K36、K79 およびヒスト
ン H4 の K20 などが MLL や SUV39H、EZH2 
などそれぞれ特異的なメチル化酵素によっ
てメチル化される。 
 ショウジョウバエのトリソラックスグル
ープやポリコームグループのタンパク質は、
ホメオティック遺伝子の発現制御に関与し、
胚発生期の形態形成に重要な役割を担って
いることが以前より知られていたが、これら
がヒストン H3K4 および H3K27 に対するメ
チル化酵素活性を持つことが近年報告され
た。トリソラックスおよびポリコームグルー
プのタンパク質によるヒストンのメチル化
とホメオティック遺伝子の発現制御は哺乳
類でも保存されており、重要な制御機構であ
ることがわかる。 H3K4 はトリソラックスグ
ループの MLL をはじめいくつかのメチル化
酵素によってメチル化されるが、最近の研究
で WDR5 や BPTF などメチル化された H3K4 
に特異的に結合する因子や LSD1 などの脱
メチル化酵素が同定され、分子レベルで 
H3K4 メチル化を介した転写活性化機構の解
析が進みつつある。一方、H3K27 をメチル化
するポリコームグループのタンパク質は 
PRC-1 および PRC-2 の２つの複合体として
存在することが知られ、PRC-2 複合体の 
EZH2 サブユニットによって H3K27 がメチ
ル化され、PRC-1 複合体のポリコーム Pc サ
ブユニットがクロモドメインを介してメチ
ル化 K27 に結合し標的遺伝子の発現を抑制
すると考えられている。ヒストン H3K27 の
メチル化は、ホメオティック遺伝子のサイレ
ンシングのほかＸ染色体の不活化やゲノム
インプリンティング、B 細胞の分化などにも
関与している重要なヒストン修飾で、H3K27 
メチル化によるエピジェネティックな制御
の分子機構の解明は様々な生物現象を理解
するうえで非常に重要である。 
 
２．研究の目的 
ヒストン H3K27 脱メチル化酵素をはじめ新
規クロマチン修飾酵素の発見は、クロマチン
および転写研究の分野に新しい知見をもた
らすのみならず、再生医療などの分野で問題
になっているゲノム再プログラミングの機
構解明につながりうる。H3K27 脱メチル化酵
素など未同定の新規クロマチン修飾因子の
単離、同定および機能解析を行い、クロマチ
ン修飾を介した転写調節の分子機構を解明
する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒストンメチル化酵素 PRC2 の作製 
Native PRC2 はこれまでに複数の研究グルー
プによって精製されており、それぞれ構成サ
ブユニットに違いが見られる。当研究では報
告された PRC2 に共通して見出されている
４つのサブユニット（EZH2, SUZ12, EED, 
RbAp48）を用いて組換え体を再構成した。
HeLa 細胞よりこれらの因子の cDNA を単離
し、組換えバキュロウィルスを作製した。組
み換えウィルスは、EZH2、SUZ12、His-EED を
発現するウィルスと 3xFLAG-RbAp48 を発現
するウィルスの 2種類を作製し、共感染させ
た。昆虫細胞で発現させた組換え PRC2 は、
陽イオン交換（SP sepharose）および陰イオ
ン交換（Q sepharose）カラムを用いて精製
した。 
 
（２）クロマチン再構成系の構築 
試験管内でのクロマチン再構成に必要な因
子（ヒストン、NAP-1、ACF、TopoI）を大腸
菌あるいは昆虫細胞を用いて発現させ、種々
のカラムを用いて高度に精製した。ヒストン
と NAP-1 を混合した後、ACF、TopoI、鋳型 
DNA などを加えて 30oCで 2 時間インキュベ
ー ト し 、 形 成 さ れ た ク ロ マ チ ン を 
supercoiling assay や  micrococcal 
nuclease assay で解析した。ヒストン変
異体 H3K27Rは、PCR で cDNA に変異を導入
し、大腸菌で発現させた。 
 
４．研究成果 
（１）昆虫細胞に 2種類のバキュロウィルス
を共感染させ、PRC2 の 4 つのサブユニット
（EZH2, SUZ12, EED, RbAp48）を再構成した。
発現した PRC2 サブユニットの大部分は不
溶性だったが、可溶性画分にも一部検出され
た。この画分を陽イオン交換 (SP sepharose)
カラムにかけたところ、PRC2 は陽イオン交
換カラムに結合し、300mM KCl 付近で溶出さ
れた。この画分を集め、次に陰イオン交換 (Q 
sepharose) カラムにかけたところ、PRC2 複
合体は結合し、300-350mM KCl で溶出された。
以上のカラムクロマトグラフィー精製の結
果、大部分の細胞タンパク質を PRC2 複合体
から除去することができた。 
 
（２）組換えヒストンは H2A と H2B、およ
び H3 と H4 をそれぞれ大腸菌で同時発現
させ、塩酸処理で大部分のタンパク質を除去
した後、陽イオンカラムを用いて精製した。
ヒストンシャペロン NAP-1 はバキュロウィ
ルスを用いて発現させ、硫安沈殿により大部
分のタンパク質を沈殿除去した後、phenyl 
sepharose を用いて精製した。溶出された 
NAP-1 をさらに陰イオンカラム（Resourse Q）
にかけたところ、大部分の夾雑タンパク質を
除去することができた。クロマチンリモデリ
ング因子 ACF はバキュロウィルスを用いて
発現させ、昆虫細胞の核抽出液より SP 
sepharose および Mono Q を用いて精製した。
MonoQ カラムにかけることにより、過剰な 
IswI サブユニットを除去することができた。
トポイソメラーゼ I もバキュロウィルスを
用いて発現させ、SP sepharose および 
hydroxyapatite を用いて精製した。これら
の一連の精製により、非常に精製度の高いク
ロマチン再構成因子を得ることができた。 
クロマチンを再構成するため、組換えヒスト
ンと NAP-1 を氷上で 15分間インキュベート
し、トポイソメラーゼI、ACF、鋳型 DNA な
どを加えて 30oC、2時間インキュベートした。 
各因子の量を注意深く検討し、非常に規則性
の高いクロマチンを再構成することに成功
した。クロマチンの形成およびその規則性は 
supercoiling assay および  micrococcal 
nuclease assay によって解析した。再構成
したクロマチンを鋳型に用いて試験管内転
写反応を行ったところ、転写産物を検出する
ことができた。 
H3K27 脱メチル化酵素は UTX および JMJD3
というタンパク質であることが報告された。
しかし、これらの脱メチル化酵素の機能およ
びヒストン修飾を介した転写調節機構を解
明するためには今後さらなる解析が必要で
ある。我々が構築したクロマチン再構成系お
よびそれを鋳型に用いた試験管内転写シス
テムは、ヒストン修飾を介した転写調節機構
を分子レベルで解明していくのに非常に有
用である。今後はこの系を活用し、複雑な転
写制御機構を解明していきたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  ヒストンの再構成  (Micrococcal 
nuclease assay) と試験管内転写 
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